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摘要 :【 目的] 针 对 粉 乱 类 害虫 种 类 多 ,体型 微小 ,形态 相似 、 难 以 准确 快速 识别 的 问题 ,以 新 人 侵 我 国 大 陆 的 甘蓝 
T5): Aleyrodes proletella (L. ) 为 靶 标 ,以 田间 常见 的 其 他 10 种 / 隐 种 粉 乱 为 参照 ,采用 基于 线粒体 DNA. 细胞 色素 C 
氧化 酶 亚 基 工 (mitochondrial DNA cytochrome c oxidase subunit I, mtDNA COI) 基因 的 种 特异 性 (species-specific 
COI, SS-COI) PCR 方法 ,人 研究 其 快速 分 子 检测 技术 。[【 方 法 ] 利 用 mtDNA COI 基因 通用 型 引物 LCO-1490/HCO- 
2198 获得 甘蓝 粉 虱 及 其 他 常见 粉 避 的 COT 序列 ,根据 测序 结果 设计 种 特异 性 SS-COI 引物 1 对 (APZYJF/ 
APZYJR) ,其 扩 增 片段 大 小 为 384 bp, 同 时 对 该 对 引物 的 种 特异 性 及 灵敏 性 进行 检测 。[ 结果 ] 种 特异 性 检验 结果 
显示 ,该 对 引物 仅 对 甘蓝 粉 乔 的 mtDNA. COI 基因 具有 扩 增 效果 ,对 我 国 常见 的 其 他 种 类 的 粉 珊 包括 温室 粉 避 
Trialeurodes vaporariorum ( Westwood ) , 4H f 4) Œ Dialeurodes citri ( Ashmead ) , 13 JE ¥ cV Aleurodicus disperses 
( Russell) ,XX £j S9] E Paraleyrodes pseudonaranjae Martin , dE I| X TU Bemisia afer (Priesner et Hosny ) LJ J& 9L TN 
B. tabaci ( Gennadius) 5 个 隐 种 (MED Asia I, Asia II 1, Asia IL 3 和 China 1) 等 不 具有 交叉 反应 扩 增 能 力 。 灵 人 敏 性 
检验 结果 显示 ,该 对 引物 不 仅 对 不 同性 别 的 成 虫 具有 良好 的 扩 增 效能 ,对 2 -4 龄 若虫 甚至 单 粒 卵 或 单 头 初 旷 若虫 
亦 具 有 同样 的 扩 增 能 力 ,其 最 低 检 测 阔 值 为 14. 00 +0.37 pg/ uL CFR HF 1/25 600 头 雌 性 成 虫 ) 。【 结 论 ] 该 技术 体 
系 完全 可 用 于 甘蓝 粉 避 的 快速 准确 识别 及 检测 监测 ,对 有 效 阻 截 其 进一步 扩张 蔓延 意义 重大 。 
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Rapid identification of Aleyrodes proletella ( Hemiptera: Aleyrodidae) , a 
new invasive whitefly species in mainland China, based on SS- 
COI marker 
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Abstract: [ Aim] Morphological identification of Aleyrodes proletella (L. ) is limited by small size, high 
degree of similarity to related species and polymorphism. This study aims to develop a technique based on 
mitochondrial DNA cytochrome c oxidase subunit I ( mtDNA COI) gene sequence for the rapid 
identification of A. proletella, an invasive species newly found in mainland China. [ Methods] The 
fragments of mtDNA COI gene of A. proletella and ten other whitefly species or cryptic species were 
amplified and sequenced using COI gene universal primers LCO-1490/ HCO-2198. One pair of species- 
specific COI (SS-COI) primers, APZYJF and APZYJR , was designed. The target fragment amplified by 
the SS-COI primers ( APZYJF/APZYJR) is 384 bp in length. The species specificity and sensitivity of 
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the primer pair were tested. [Results] The species specificity of the primer pair was validated using ten 
other whitefly species and cryptic species, i. e., 
( Ashmead ) , 


( Priesner et Hosny) , 


Trialeurodes vaporariorum ( Westwood) , Dialeurodes citri 


Aleurodicus disperses ( Russell), Paraleyrodes pseudonaranjae Martin, Bemisia afer 
and five cryptic species of B. tabaci ( Gennadius) ( MED, Asia I, Asia IL 1, Asia 
IL 3 and China 1). Al A. proletella specimens were successfully detected, and no cross reaction with 
other whitefly species or cryptic species was observed. The method was tested using individual male or 
female adult, individual 2nd instar, 3rd instar or red-eyed nymph, and even one grain of egg or single 
newly emerged 1st instar nymph and proved to be applicable for all of these life stages. Sensitivity test 
results demonstrated that successful amplification could be obtained with the concentration of template 
DNA as low as 14. 00 € 0. 37 pg/uL, equal to 1/25 600 of a whole female adult of A. proletella. 
[Conclusion] The SS-COI method developed here provides a quick, simple and reliable molecular 


technique for the identification and monitoring of A. proletella , which would be useful in intercepting and 


blocking the further spreading of this new invasive whitefly species. 


Key words: 


Aleyrodes proletella; cryptic 


molecular detection 


HT Aleyrodes proletella (L. ) X YE E 
T, 82 EH H (Hemiptera ) , 5 EP} ( Aleyrodidae ) , 粉 
TUR Aleyrodes ,是 新 人 侵 我 国 大 陆 的 一 种 重要 害虫 
( 张 桂 芬 等 ,2014) 。 甘 蓝 粉 乱 原 产 于 英国 南部 
(Hill, 1987) ,目前 已 广泛 分 布 于 除 南极 洲 以 外 各 大 
洲 的 30 多 个 国家 和 地 区 (Dale et al., 1976; Mound 
and Halsey, 1978; Hill, 1987; Nakahara and 
Hilburn, 1989; De Barro and Carver, 1997 ; Ko et al ., 
1998; Nappo, 2001) , Hi Ei 8g &TES IRE 
jr T AERLBREOBERRE AERE ESRB. 
桔梗 科 、 凤 仙 花 科 、 小 襄 科 、 大 戟 科 、 有 党 斗 科 、 豆 科 和 
E WEE 12 科 40 种 ( 属 ) 植 物 ( Mound and Halsey, 
1978; Hill, 1987 ; 张 桂 芬 等 , 2014) ,但 尤为 嗜 食 十 
字 花 科 和 菊 科 植物 (Hil, 1994) ,是 欧洲 十 字 花 科 蔬 
菜 的 主要 害虫 (Patti and Rapisarda, 1981; Hill, 
1987) 。 而 且 , 随 着 甘蓝 粉 乱入 侵 区 域 的 逐渐 扩大 
和 定 殖 时 间 的 推移 ,其 寄主 植物 种 类 有 进一步 增加 
的 趋势 ( Martin, 2010) , FEE) 8U— 4E 7E 4-5 
代 , 夏 季 完 成 一 代 约 需 30 dCHill, 1987) ,以 成 由 和 
若虫 进行 为 害 ,为 害 方式 有 两 种 :一 是 直接 刺 吸 寄主 
植物 汁液 ,造成 寄主 营养 不 良 ,严重 影响 作物 产量 和 
质量 ;二 是 分 泌 蜜 露 诱发 煤 污 病 ,不 仅 影 响 作物 光合 
作用 导致 减产 ,还 会 影响 作物 品质 和 观赏 植物 的 观 
赏 价值 。 而 有 关 其 是 否 传 播 植物 病毒 , 尚 不 得 而 知 
( Martin, 2010) 。 
甘蓝 粉 乱 体 型 微小 ,寄主 植物 种 类 繁多 且 有 极 
强 的 适 生 性 , 除 借助 风力 自主 飞行 扩散 外 ,还 可 以 随 
植物 材料 借助 交通 工具 进行 远 距 离 传 播 ,目前 已 成 
功 人 侵 新 西 兰 (Dale et al., 1976). AZA (Nakahara 


































































































species; 


SS-COI primers; rapid identification; 


and Hilburn, 1989) , 3E Fr] ( Nappo, 2001) 澳大利亚 
1997 ) 中国 台湾 (Ko et al., 
1998) 等 地 。 我 国 大 陆 于 2012 年 7 月 在 北京 市 首次 
发 现 甘蓝 粉 融 , 强 年 8 月 又 在 新 疆 发 现 , 而 且 成 虫 和 
各 龄 若虫 均 严 重 发 生 ( 张 桂 芬 等 , 2014)。 因 此 , 甘 
蓝 粉 乱 的 快速 准确 识别 是 有 将 阻截 其 进一步 传播 扩 
散 的 首要 前 提 。 目 前 ,国际 上 用 于 甘蓝 粉 乱 鉴 定 的 
方法 主要 是 形态 特征 识别 法 。 然 而 ,甘蓝 粉 融 的 卵 
长 约 0.2 mm, 拟 肾 体 长 不 足 1 mm ,成 虫 体 长 约 1.5 
mm(Hill, 1987)。 显 然 ,传统 的 形态 学 鉴定 法 难以 
满足 口岸 检疫 以 及 植物 材料 调运 过 程 中 对 入 侵 生 物 
进行 快速 准确 识别 的 需要 ,尤其 是 当 样 本 为 幼体 或 
残 体 时 。 因 此 ,建立 一 套 快速 准确 的 分 子 检 测 技 术 ， 
以 满足 植物 检疫 和 害虫 检测 监测 的 现实 需求 , 势 在 
必 行 。 

本 人 研究 围绕 甘蓝 粉 剧 极 易 随 植物 材料 的 调运 而 
远 距 离 传播 扩散 ,对 农业 生产 造成 巨大 威胁 却 难以 
快速 准确 识别 的 问题 ,采用 基于 线粒体 DNA 细胞 色 
A C SELBE I (mitochondrial DNA cytochrome c 
mtDNA COI) 基因 的 种 特异 性 
(species-specific COI, SS-COI) PCR 技术 ,研究 建立 
甘蓝 粉 乱 的 快速 检测 技术 体系 。 研 究 结 果 对 有 效 阻 
截 甘蓝 粉 乱 的 进一步 传播 扩散 及 其 扩张 趋势 监测 具 
有 重要 意义 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 
本 研究 中 所 使 用 的 粉 融 具 体 采 集 信息 如 表 1 所 





(De Barro and Carver, 
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示 。 所 有 标本 浸泡 于 无 水 乙醇 (分 析 纯 ,99. 7% ) 
中 ,于 -207 保存 备用 。 所 有 试 虫 经 形态 鉴定 (由 


河南 农业 大 学 植物 保护 学 院 周 风 鸣 教授 协助 完成 ) 
后 用 于 相关 研究 。 


表 1 用 于 本 研究 的 粉 剧种 类 采集 信息 
Table 1 Collecting data of whitefly ( Aleyrodidae) species used in this research 
































序号 No 种 类 Species 寄主 植物 Host plant 采集 地 点 Locality 采集 日 期 Collecting date 
WE ES 新 疆 乌 鲁 木 
HEDA 生菜 新 疆 乌鲁木齐 2013-08-02 
Aleyrodes proletella (L. ) Lactuca sativa. L. Urumqi, Xinjiang 
， MEER) Sn 海南 海口 2012-11-15 
Aleurodicus disperses ( Russell) Psidium guajava L. Haikou, Hainan 
: 温室 粉 天 南瓜 新 疆 乌鲁木齐 a 
Trialeurodes vaporariorum ( Westwood ) Cucurbita moschata Duch. Urumqi, Xinjiang 
; 柑橘 粉 天 LT. 湖北 松 滋 Aim 
Dialeurodes citri ( Ashmead ) Citrus reticulata Blanco Songzi, Hubei 
。 JANDA fH 河南 新 乡 
Bemisia afer (Priesner et Hosny ) Toona sinensis ( A. Juss. ) Roem. Xinxiang, Henan 
T DET AB 海南 海口 2012-11-17 
Paraleyrodes pseudonaranjae Martin Litchi chinensis Sonn. Haikou, Hainan 
a HT MED 隐 种 甘蓝 广东 广州 2013-11-12 
Bemisia tabaci (Gennadius) MED Brassica oleracea L. Guangzhou, Guangdong 
烟 粉 乱 Asia I E i 浙江 杭州 
JR Asia T 隐 种 棉花 PAIN 2013-07-30 
B. tabaci Asia I Gossypium hirsutum L. Hangzhou, Zhejiang 
|MEDES 8l Asia II 1 VA ri 3 iL TNI 
: IR, Asia 111 fe ii PUM "m 
B. tabaci Asia II 1 hirsutum Hangzhou, Zhejiang 
AIT Asia IL3 隐 fi 浙江 杭州 
T JY Asia T1 3 隐 种 棉花 PAIN 2013-07-30 
B. tabaci Asia II 3 hirsutum Hangzhou, Zhejiang 
烟 粉 乱 China 1 隐 ji 浙江 杭州 
T 烟 粉 无 China 1 隐 种 棉花 PM 2013-07-30 
B. tabaci China 1 G. hirsutum Hangzhou, Zhejiang 


1.2 DNA 提取 

HAKER DNA 的 提取 参照 李 小 凤 等 (2014 ) 
的 方法 ,并 稍 加 改进 。 用 软 毛 毛笔 挑 取 单 头 粉 剧 , 置 
FA 20 pL DNA 提取 缓冲 液 (50 mmol/L Tris- 
HCl,1 mmol/L EDTA ,20 mmol/L NaCl,1% SDS,pH 
8.0) 的 Parafilm 膜 上 ,以 0.2 mL 的 PCR 管 底部 作 
为 匀 浆 器 将 烟 粉 乱 充 分 研磨 义 浆 ,将 匀 浆 液 吸入 1. 5 
mL 离心 管 中 ; 用 200 uL DNA 提取 缓冲 液 分 4 次 冲 
洗 义 浆 器 和 Parafilm 膜 ,将 缓冲 液 吸 入 同一 离心 管 
中 ;向 管 中 加 入 5 pL 和 蛋白酶 K(20 mg/mL) , 涡 旋 混 
匀 后 , 置 于 水 浴 锅 中 60 人 水浴 1 h 中途 混 匀 1 次 )， 














1.3 COLI 基因 5' 端 序列 的 扩 增 

以 甘蓝 粉 乱 及 其 他 10 BE Ee feb CBLTROOUES ORE 
各 温室 粉 乱 、 柑 橘 粉 息 .非洲 伯 粉 乱 、 螺 旋 粉 虱 及 烟 
Jg MED, Asia I, Asia II 1, Asia II 3 和 China 1 [fi 
种 ) 常 见 粉 乱 类 害虫 的 DNA. 为 模板 ,采用 mtDNA 
COI dk 通用 型 引物 LCO-1490 ( 5'- 
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3') 5 HCO- 
2198 (S'-TAAACTTCAGGGCTGACCAAAAAATCA-3') 
(Folmer et al., 1994) 进行 PCR 43$, PCR 反应 体 
282430 pL, 其 中 模板 DNA 2 pL,10 x Buffer ( & 
Mg^* )3 uL, dNTPs (10 mmol/L) 0.6 kL, 上 游 引 物 





























100% 沸水 浴 5 min; 加 入 220 pL 3A Dj/ R BS 
(24:1, v/v) , 轻 轻 混 义 数 十 次 后 , 冰 浴 10 min; 以 
4?C 12 000 r/min 离心 10 min, 取 上 清 液 ;加 入 440 
kL 预 冷 无 水 乙醇 , 轻 轻 混 匀 后 ,于 -20% 放置 30 
min 左右 ;取出 后 ,于 4%C 12 000 r/min 离心 15 min, 
小 心 弃 去 上 清 液 ;再 加 入 440 pL 预 冷 75% 乙醇 洗 
涤 , 于 4% 12 000 r/min 离心 15 min ,小 心 弃 去 上 清 
液 ; 将 离心 管 倒 扣 于 洁净 滤纸 上 ,自然 干燥 20 min 
后 ,每 管 加 入 50 pL 超 纯 水 复 溶 ,于 - 40Y 保存 
备用 。 





和 下 游 引物 (10 pmol/L) 各 0.6 iL, Tag DNA 聚合 
酶 (2.5 U/uL)0.4 pL, 超 纯 水 22.8 uL, PCR 反应 
条 件 为 :94% 预 变 性 10 min ;94%C 30 s,54%C 30 s, 
72%C 1 min,35 个 循环 ;最 后 72% 延伸 10 min。 扩 增 
反应 在 Bio-Rad T100 Thermal Cycler 基因 扩 增 仪 ( 美 
Bio-Rad 公司 出 产 ) 上 运行 。 

取 5 pL PCR 扩 增 产物 ,加 2 uL 6 x 上 样 缓冲 
液 ,以 DNA Marker DL2000 为 参照 ,在 含有 染色 剂 
GoldView(0.5 ug/mL) fj 1.096. 琼脂 糖 凝 胺 上 进行 
旺 泳 分 离 ( 电 泳 液 为 0.5 x TAE)45 min( 电 压 85V) 
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后 ,以 GelDoc Universal Hood II 型 凝 胶 成 像 系统 ( 美 
Bio-Rad 公司 出 产 ) 分 析 结 果 。 电 泳 检测 分 析 质 
量 合格 的 PCR 产物 ,直接 送 北京 三 博 远 志 生 物 技 术 
有 限 公 司 进行 双向 测序 。 
1.4 HEDA IE SS-COI 引物 的 设计 

根据 甘蓝 粉 乱 、 螺 旋 粉 乱 .温室 粉 乱 、 柑 橘 粉 乔 、 
非洲 伯 粉 融 、 双 和 钩 巢 粉 融 ,以 及 烟 粉 珊 MED 、Asia I, 
Asia II 1 Asia II 3 „China 1 隐 种 mtDNA COI 基因 的 
测序 结果 (GenBank 登录 号 分 别 为 : GLFS. 2013. 
830000. 5.1, LXFS. 2012.666100. 5. 1, WSFS. 2012. 
100018. 5. 4, GJFS. 2011. 350003. 5. 4, FZXFS. 
2012. 100086. 5. 1, SGCFS. 2012. 570100. 5. 4, 
YFSQ. 2012. 100039. 5. 4, YFSAI. 2012. 674800. 5. 
3, YFSZ2.2006.310058.5.2, YFSZI. 2006. 310058. 
5.1, YFSZ3. 2012. 421000. 5. 1; 中 国外 来 入 侵 物 种 
数据 库 www. chinaias. en) ,运用 软件 Oligo 7 进行 比 
对 分 析 ,选取 甘蓝 粉 副 与 其 他 种 类 粉 乱 COT 基因 序 
列 差异 较 大 的 区 域 设 计 甘 蓝 粉 虱 特 异性 SS-COI 引 
物 一 对 ( APZYJF/ APZYJR) ,上 游 引 物 APZYJF 的 碱 
基 序 列 为 $'-CAGCTTTATAATGTATTCGCTCACA-3 ' ， 
下 游 引物 APZYJR 的 碱 基 序 列 为 S- 
CTCAAATTTTATACCCAACAAA-3' (由 上 海 生 工 生 
物 工程 技术 服务 有 限 公司 协助 合成 ) 。 
1.5 甘蓝 粉 剧 SS-COI 引物 的 种 特异 性 检测 

4 l| LJ il E ES 8 PELO E RE 3 DUE FR 
TY s GEIA RAAR 5S 个 隐 种 (MED Asia 
I, Asia IL 1, Asia IL 3 和 China 1) 的 单 头 成 虫 DNA 
JERA, A H CER AU BH PEOGE REL, B Jr EE E) RV SS- 
COI 引物 APZYJE/ APZYJR 的 种 特异 性 。PCR 反应 
体系 为 20 pL, 其 中 模板 DNA 2.0 pL,10 x Buffer( 含 
Mg^* )2.0 uL, dNTPs (10 mmol/L)0.3 uL, Taq DNA 
聚合 酶 (2.5 U/uL)0.2 pL, 上游 引物 和 下 游 引物 
(10 pmol/L) 0.3 pL, 超 纯 水 14.9 uL, PCR 反应 
条 件 为 :94% 预 变性 10 min ;94% 30 s,52% 30 s,727C 
30 s,35 个 循环 ;最 后 72% 延伸 10 min。 扩 增产 物 的 
检测 方法 同 1.3 节 。 每 种 粉 乔 分别 检 测 7 ko 
1.6 HEHA SS-COI 引物 的 灵敏 性 检测 

以 不 同性 别 ( 单 头 雌性 成 虫 ` 雄 性 成 虫 ) 和 不 同 
虫 态 [ 单 粒 卵 , 单 头 1 龄 若虫 .2 龄 若虫 .3 HB 
ESITE (GUIN) ] 的 甘蓝 粉 融 DNA. 为 模板 ,进行 灵敏 
性 检验 。 此 外 , 取 单 头 峻 性 成 虫 原 模板 DNA 溶液 
(358.40 + 9.35 ng/uL)2 pkL, 以 2 倍 递减 梯度 稀 
释 至 7.00 + 0.18 pg/pL; 然 后 ,以 不 同 浓度 的 DNA 
溶液 , 即 14.34 x 105, 7.17 x 10°, 3.58 x 10°, 





































































































1.79 x 10?, 896. 00, 448. 00, 224. 00, 112. 00, 
56.00, 28.00, 14.00 11 7. 00 pg/pL( 相 当 于 1/25, 
1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1 600, 1/3 
200, 1/6 400 , 1/12 800, 1/25 600 和 1751 200 3k ië 
成 虫 ) ,为 模板 测定 其 检测 阀 值 。 每 种 性 别 、 虫 态 及 
每 个 梯度 分 别 检测 8 ko 


2 结果 


2.1 粉 虱 类 昆虫 COI 基因 5' 端 序列 的 扩 增 及 SS- 
COI 标记 分 析 

以 甘蓝 粉 乱 及 其 他 10 BE Ee eb CIL TRUE OS 
各 温室 粉 乱 、 柑 橘 粉 息 .非洲 伯 粉 乱 、 螺 旋 粉 乱 和 烟 
Jg MED, Asia I, Asia II 1, Asia II 3, China 1 隐 
种 ) 常 见 的 粉 虱 类 害虫 DNA 为 模板 ,以 mtDNA COI 
基因 通用 型 引物 LCO-1490/HCO-2198 进行 PCR 扩 
增 。 电 泳 检测 结果 显示 ,11 BIER I 
出 一 条 清晰 的 靶 标 片段 (图 1) ;然后 ,将 经 电泳 检测 
验证 合格 的 PCR 产物 进行 双向 测序 ,结果 显示 ,该 




































































片段 长 度 约 为 710 pp。 根 据 测序 结 果 设计 甘蓝 粉 乔 
特异 性 SS-COI 引物 1 X} ( APZYJE/ APZYJR ) ,其 扩 
增 片段 大 小 为 384 bp( 图 2) 。 
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图 1 COI 基因 通用 型 引物 LCO-1490/HCO-2198 

对 甘蓝 粉 乔 及 其 他 10 种 / 隐 种 田间 常见 
粉 融 线粒体 DNA 的 扩 增 效果 

PCR amplification of mitochondrial DNA of Aleyrodes 


proletella and ten other whitefly species or cryptic species 



































Fig. 1 


common in the field using COI gene universal 
primers LCO-1490/HCO-2198 

M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1: HE) Aleyrodes proletella ; 
2: XU SCR Paraleyrodes pseudonaranjae ; 3 : 螺旋 粉 乱 Aleurodicus 
dispersus; 4; Ya zx Jj 3 Trialeurodes vaporariorum; 5; AH T X) TA 
Dialeurodes citri; 6; 非洲 伯 粉 乔 Bemisia afer; 7: JE y Asia I 隐 种 
B. tabaci Asia 1; 8 : 烟 粉 乱 Asia II 1 隐 种 B. tabaci Asia I1; 9: 烟 
XR Asia IL3 隐 种 B. tabaci Asia I3; 10; 烟 粉 乱 China 1 隐 种 B. 
tabaci China 1; 11: 烟 粉 乱 MED 隐 种 B. tabaci MED; 12: 阴性 对 
照 ( 超 纯 水 ) Negative control (ultra-pure water). 
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2.2 Hik$)H SS-COI 引物 的 种 特异 性 及 灵敏 性 
检验 

以 甘蓝 粉 乱 及 其 他 10 种 / 隐 种 常见 的 粉 乱 类 害 
H DNA 为 模板 ,以 所 设计 的 甘蓝 粉 乱 特 异性 SS- 
COI 引物 APZYJE/ APZYJR 进行 PCR 扩 增 。 电 泳 检 
测 结果 显示 ,该 对 特异 性 SS-COI 引物 只 对 甘蓝 粉 
虱 具 有 扩 增 能 力 ,对 其 他 10 种 / 隐 种 粉 乱 不 具有 
明 该 对 引物 为 甘蓝 粉 乱 的 特异 性 引 
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扩 增 效果 , 表 
物 (图 2)。 
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图 2 种 特异 性 SS-COI 引物 APZYJE/APZYJR 对 甘蓝 
HARHA 10 种 / 隐 种 粉 天 线粒体 DNA 的 扩 增 效果 
Fig. 2 Amplification pattern of mitochondrial DNA of 








Aleyrodes proletella and ten other whitefly species or 
cryptic species using the species-specific SS-COI 
primers APZYJE/ APZYJR 
M: DNA 分 子 量 标 准 DNA marker; 1: 甘蓝 粉 乔 Aleyrodes 
proletella; 2: X355] 5& 5j E Paraleyrodes pseudonaranjae; 3; 螺旋 粉 
Tfl Aleurodicus dispersus; 4; Ya ZX V Trialeurodes vaporariorum; 5 ; 
柑橘 粉 乔 Dialeurodes citri; 6: JEYA EN Bemisia afer; 7 : ATN 
Asia I fp B. tabaci Asia I; 8: 烟 粉 乱 Asia I 1 隐 种 B. tabaci 
Asia JI1;9: 烟 粉 乱 AsiaI3 隐 种 已 tabaci Asia II3; 10: 烟 粉 乱 
China 1 隐 种 B. tabaci China 1; 11: Jj MED 隐 种 B. tabaci 
MED; 12; 阴性 对 照 ( 超 纯 水 ) Negative control ( ultra-pure water). 





以 不 同性 别 和 不 同 虫 态 的 甘蓝 粉 乱 DNA. 为 模 
板 , 以 所 设计 的 甘蓝 粉 s 性 SS-COI 引物 
APZYJF/ APZYJR 进行 PCR 扩 增 。 电 泳 检 测 结果 显 
示 ,不 同性 别 ,不 同 虫 态 的 甘蓝 粉 乔 均 能 稳定 地 扩 增 
出 384 bp 的 特异 性 片段 (图 3) 。 
2.3 SS-COI 引物 对 甘蓝 粉 虱 检 测 阅 值 的 测定 

当 将 单 头 肉 性 成 虫 的 DNA 模板 以 2 倍 递减 梯 
度 稀释 至 14. 00 pg/uL( 相 当 于 1/25 600 头 ) 时 ,所 
有 个 体 均 可 扩 增 出 特异 性 的 靶 标 片段 ; 当 稀 释 至 
7.00 pg/pL( 相 当 于 1/751 200 头 ) 时 , 仍 有 50% 的 个 
体 可 以 扩 增 出 微弱 的 靶 标 片段 (图 4) 。 表 明 该 对 引 
物 具 有 较 高 的 灵敏 性 ,其 检测 阔 值 为 14.00 pg/pL。 














图 3 SS-COI 引物 APZYJE/ APZYJR 对 不 同 虫 态 和 
全 别 甘 蓝 粉 乔 的 线粒体 DNA. WD 38652303 
Fig. 3 Amplification pattern of mitochondrial DNA from 
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different developmental stages and sexes of Aleyrodes 
proletella using SS-COI primers APZYJF/APZYJR 
M; DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1; Bll Egg; 2: 1 龄 若虫 1st instar 
nymph; 3: 2 龄 若虫 2nd instar nymph; 4; 3 龄 若虫 3rd instar 
nymph; 5: 4 龄 知 虫 ( 拟 师 ) 4th instar nymph (red-eyed nymph ) ; 
6: 雌性 成 虫 Female adult; 7: 雄性 成 虫 Male adult; 8: 阴性 对 照 
( 超 纯 水 ) Negative control ( ultra-pure water). 
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图 4 SS-COI 引物 APZYJF/APZYJR 对 
甘蓝 粉 珊 线粒体 DNA. 的 检测 羡 值 
Fig. 4 Detection threshold for diluted mitochondrial DNA 
samples of female adults of Aleyrodes proletella using SS-COI 
primers APZYJE/ APZYJR 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1 212: 14.34 x 1, 7.17 x 102, 
3.58 x 105, 1.79 x 105, 896. 00, 448. 00, 224. 00, 112. 00, 56. 00, 
28.00, 14. 00, 7. 00 pg/pL. (相当 于 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 
1/400, 1/800, 1/1 600, 1/3 200, 1/6 400, 1/12 800, 1/25 600 和 
1/51 200 3. MEX, IE ) Dilutions of 14. 34 x 10?, 7. 17 x 105, 3.58 x 
103, 1.79 x 10? , 896.00 , 448.00 , 224.00, 112.00, 56.00, 28.00, 
14.00, 7. 00 pg/L, equal to 1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 
1/800, 1/1 600, 1/3 200, 1/6 400, 1/12 800, 1/25 600 and 1/51 200 
of a whole female adult, respectively; 13; 阴性 对 照 ( 超 纯 水 ) Negative 


control ( ultra-pure water). 
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3 讨论 














粉 乱 类 昆虫 是 世界 性 害虫 ,已 知 种 类 1 550 R 
种 ,隶属 161 属 ( Martin and Mound, 2007) ,其 中 包 
含 多 种 入侵 性 粉刺 。 而 甘蓝 粉 融 是 自 1994 年 在 上 
海 发 现 烟 粉 我 MEAMI 隐 种 (B 型 ) ( 陈 连 根 ， 
1997) ,2003 年 在 云南 昆明 发 现 烟 粉 乱 MED 隐 种 
CQ 型 )( 褚 栋 等 , 2005 ) ,2006 年 在 海南 发 现 螺旋 粉 
AORERE, 2007) ,2007 年 在 海南 和 广西 发 现 双 
T E SUC E Ee EK A, 2010) ,在 海南 发 现 小 梨 粉 乱 
Paraleyrodes minei laccarino (2007 — 2012 Œ) (朱文 
静 和 符 悦 冠 , 2013 ; RERE, 2014) 等 之 后 的 又 一 
入 侵 我 国 大 陆 的 粉 乱 类 害虫 ( 张 桂 芬 等 , 2014) 。 

甘蓝 粉 乱 个 体 微 小 , 易 随 寄主 植物 的 远 距 离 运 
输 而 传播 扩散 ,传统 的 形态 学 鉴定 无 法 满足 快速 识 
别 和 有 效 阻截 的 基本 需求 ,尤其 是 对 甘蓝 粉 融 的 卵 
和 1 -3 龄 在 虫 。 本 研究 采用 基于 mtDNA COL 基因 
的 SS-COI 标记 技术 ,研发 出 了 甘蓝 粉 乔 特 异性 引物 
APZYJF/APZYJR 及 其 快速 检测 方法 。 该 对 引物 特 
异性 强 , 仅 对 甘蓝 粉 乱 具 有 扩 增 效果 ,对 田间 常见 的 















































记 转 化 而 来 的 一 种 SS-PCR 技术 ,其 基本 原理 是 将 
RAPD 标记 片段 从 凝 胶 上 回收 后 进行 克隆 和 测序 ， 
根据 测序 结果 设计 一 对 特异 引物 对 基因 组 DNA 进 
行 再 扩 增 , 从 而 得 到 物种 特异 的 DNA 片段 (Paran 
and Michelmore, 1993) 。SCAR 标记 因 其 反应 条 件 
^y Zt RR AE .重复 性 强 .灵敏 度 高 等 优点 ,已 成 功 
应 用 于 外 来 人 侵害 虫 的 快速 检测 鉴定 ,包括 温室 粉 
ffl (C Agustí et al., 2000; 王 金 娜 等 ,2012 , ALES T 
(E HE AE, 2006; Ko et al., 2007; Zhang et al., 
2007 ) HÀ Wü] X mU Aleurocanthus 
( Quaintance) ( X/ff& 5$, 2009) 等 粉 乱 类 害虫 ,以 及 
riet Frankliniella occidentalis ( Pergande ) ( TXE 
4X4, 2010) 、 光 肩 星 天 牛 Anoplophora glabripennis 
( Motschulsky ) ( Kethidi et al., 2003) 等 人 侵害 虫 。 
然而 , 当 DNA 序列 相似 或 多 拷贝 存在 DNA 甲 基 化 
现象 .回收 片段 中 存在 相同 大 小 片段 或 存在 邻近 
DNA 片段 污染 等 情况 时 ,SCAR 标记 有 可 能 会 转化 
失败 ( 孙 保 娟 等 ,2010 ) ,而 SS-COI 标记 技术 可 以 解 
决 上 述 问题 。 

多 拷贝 的 mtDNA COL 基因 是 已 知 线粒体 基因 
组 13 个 蛋白 质 编 码 基 因 之 一 ,该 基因 在 保证 足够 变 
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HARR BS GRUT 38 38 RETRO 38V ER) 38 
XE OBS EN GE V AA E S8 EA Je fs E B5) SG SR ER 
(MED, Asia I, Asia IL 1, Asia II 3, China 1 隐 种 ) 不 
有 具 扩 增 能 力 。 同 时 ,该 技术 体系 具有 较 高 的 灵敏 性 ， 
不 仅 对 甘蓝 粉 融 肉 雄性 成 虫 具 有 良好 的 扩 增 效果 ， 
而 且 对 2 -3 HAE MIC 龄 若虫 ) 其 至 单 粒 卵 或 
单 头 初 绑 若虫 亦 具 有 同样 的 扩 增 能 力 。 此 外 ,数据 
库 同 源 性 比 对 分 析 结 果 显 示 , 没有 任何 一 种 同属 
(Aleyrodes ) it Z& f Jy x (如 Aleyrodes shizuokensis 
Kuwana ) 或 其 他 种 类 的 粉 乔 或 昆虫 的 DNA. 序列 与 
HEDERA A 384 bp 片段 完全 一 致 (序列 一 致 性 
«9196 ) ,表明 该 检测 技术 体系 完全 可 以 用 于 口岸 
检疫 以 及 蔬菜 和 观赏 植物 等 种 苗 和 植株 调运 中 对 甘 
蓝 粉 乱 的 检测 及 其 种 群 扩张 趋势 监测 。 

种 特异 性 PCR (species-specific PCR ，SS-PCR ) 
是 根据 已 知 DNA. 序列 信息 设计 种 特异 性 引物 对 加 
标 物 种 的 特征 片段 进行 扩 增 ,从 而 达到 物种 识别 的 
分 子 技术 ,该 技术 的 关键 是 依据 DNA 序列 存在 足够 
大 的 种 间 变 异 和 相对 保守 的 种 内 变异 来 设计 一 对 驾 
标 物种 的 特异 引物 (Darling and Blum, 2007), 4, 
序列 特异 扩 增 区 域 (sequence characterized amplified 
regions, SCAR ) 标记 技术 就 是 由 随机 扩 增 多 态 性 
DNA ( random amplified polymorphic DNA, RAPD ) 标 


























异 的 同时 又 很 容易 被 通用 型 引物 扩 增 ,其 DNA. 序列 
很 少 存在 插入 和 缺失 ,而 且 拥 有 更 多 的 系统 发 育 信 
号 (Hebert et al., 2003) , SS-COI 检测 技术 是 在 
mtDNA COI 基因 序列 分 析 基 础 上 发 展 起 来 的 一 种 
种 特异 性 PCR 检测 技术 ,具有 快速 简便 、 省 时 经 济 
且 可 靠 性 强 、 灵 敏 度 更 高 等 优点 (Zhang et al., 
2012) ,目前 已 在 西 花 获 马 ( 周 力 兵 等 , 2007; Zhang 
et al., 2012) S YI PEYR IE Liriomyza sativae Blanchard 
(IK EE ZF E, 2012), IHARA OKE 55, 
2013a) 番茄 潜 叶 蛾 Tuta absoluta ( Meyrick ) (3E RE 
芬 等 ，2013b ) 、 TX 3& £L p. Phenacoccus solenopsis 
Tinsley ( H J£ 45, 2013) 、 番 石榴 果实 晶 Bactrocera 
correcta ( Bezzi ) ( x iÉ "iE A, 2004; Jiang et al., 
2013) EE Carpomyia vesuviana Costa ( 程 晓 甜 等 ， 
2013) 等 潜在 和 突 发 性 入 侵害 虫 的 识别 鉴定 中 得 到 
了 广泛 应 用 ,并 将 在 外 来 入侵 物种 的 监测 检测 和 有 
效 阻截 中 发 挥 巨大 作用 。 

本 研究 研发 的 甘蓝 粉 融 特异 性 SS-COI 引物 
APZYJF/ APZYJR 及 其 快速 检测 技术 体系 是 对 甘蓝 
粉 融 形 态 学 鉴定 识别 方法 的 补充 和 改进 ,提高 了 检 
测 的 准确 性 和 灵敏 度 , 节 约 了 检测 时 间 , 在 甘蓝 粉 下 
检测 监测 中 具有 很 高 的 应 用 价值 。 然 而 ,由 于 粉 乔 
科 昆 虫 种 类 较 多 ,一 些 常见 种 类 本 研究 未 曾 涉及 ， 
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此 该 对 SS-COI 引物 的 特异 性 尚 有 待 进一步 验证 。 
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